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小鼠脾细胞受电离辐射后合成的

核 ��� 与 ��� 杂交反应的变化

摘要 在 ��� 与核 ��� 进行杂交反应的最初 �小时内
，

小鼠脾细胞受
�

��。 丫 线 ���照射后立

即合成的核 ��� 与 ��� 的杂交速度
、

杂交率及其被 ��� 消耗的速度
，
均大于对照核 ���， 随着 杂

交反应时间的延长
，
这种照后合成的核 ��� 与 ��� 的杂交速度

、

杂交率及被 ��� 消耗 的 速 度
，
均

小于对照核 ���
。

表明 ��� 不同重复序列区段及同一区段中的不同碱基 顺序 的转 录功能对电离辐射
的敏感性不同飞随 ��� 重复度的降低

，

更多的碱基顺序的转录受到较强抑 制
。

在 ��� 高度重复序列

中某些受照前转录不活跃的碱基顺序的转录活性受到 �线照射的促进或相对促进
，

而受照前转录活跃的

碱基顺序的转录活性却受到 下线照射的抑制
。

美艳词 分子杂交 ， ���， ���， �线照射 ， 脾细胞
。

前 言

近年来的研究表明
，
不同种类 ��� 的生物合成对电离辐射的 敏 感 性不同 【 ’ 一 “ �。 从 ��� 与

��� 的杂交能力来看
，
从受照细胞提取的 ��� 与正常细胞 ��� 有明显不 同�卜

魂�。

小鼠脾细胞在体外经 �线照射后
，
细胞总 ��� 和总 ��� 的生物合成均受到明显抑制�“ �。 本

文应用固相核酸分子杂交技术
，
对小鼠脾细胞在体外受 夕线照射后立即转录的核 ���������

、

未受 照 小 鼠 脾细胞在体外同期转录的
���� 与 ��� 的杂交反应进行了研究

。

材 料 和 方 法

�
�

脾细胞悬液制备

将近交系 ���小鼠拉颈致死后
，
取脾于预冷的 ����� 盐溶液中

，
剪碎

，
压滤 通 过 �� 目的不

锈钢网
，
以 �层纱布过滤

，
制成单细胞悬液

。

用�����液洗涤两次后
，
将细胞 悬 于�� ���培养

液�每 ��含 ���单位青霉素和 ���协�链霉素�
。

�
�

照射
�

以
���。 夕�线照射浸于冰水浴中的脾细胞悬液鲜为提取照后最初 �� ��� 内细胞合成的 氛 标记

的 �����“�一�����
，
剂量为 ���

，
剂量率为 �

�

�������
，
距离钻源 �����

。

在照后立即提取

细胞核 ��� 的实验中
，
剂量为 �� ��

，
剂量率为 �������

。

�
�

细胞核的分离

按 ����� 等������ 〔” 」方法略加修改后进行
。

将脾细胞悬于 �� 倍体积的溶胞液中�。
�

�� �����

带

现在山西大学环境科学系工作
。 · 、
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核
，
再以不含������

�
�

��� 标记
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����
�， �� �，

含 �� ������ �一����， 室温下静置 �����
，
离心收集细胞

�一���的上述溶胞液洗涤核两次
，
即得到完整的

、

无细胞质污染的核
。

从 �只小鼠脾制得的 ����细胞悬液受 照射 以 后
，
立 即 加 入 �

�

����“�一����
，

�
�

�����

�� ��
一 “�����

，
中国科学院原子能研究所产�

。

在 ��℃振摇 �� ���
，
立即浸于冰水浴中

，
用生理

盐水洗涤两次
，
分离细胞核

，
抽提

“�一����
。

末受照的脾细胞
，
按同法标记 ���

。

�
�

��� 提取

按 �������等������描述的
“
热酚法

”
提取 ���。

�
�

��� 提取

按 ������法���略作修改
，
从脾细胞核提取 ���

。

�
�

��� 膜的制备

按张玉砚等������描述的 ���������和 ���������� ������技 术 进 行�“ 一 ’ “ �。 每 张 小 膜 直 经

���
，
含变性 ��� ��林�左右

。

�
�

������� 杂交方法

采用固相核酸分子杂交技术
，
以甲酞胺降低反应温度�口一 ’ ‘�。

��� 杂交竞争抑制实验 �
�

���反应液
，
内含 ���甲 酞 胺

，
�

�

�� ���
，
�陀 酵母 ��� ，

���卜�
“�一����

，
及不同量的非标记的竞 争 ����

，
盐 浓 度 为 �� ������ ��� ��

�

�������

����
， 。

�

��� �����柠檬酸钠�
。

杂交后膜的洗涤和 ��� 酶处理方法均 同 文献 〔 。 ’ 。

膜烘干后
，
用

������� � �一����液闪计数器测放射性
。

��� ���� 消耗实验 按 ������ 等������的方法�‘��略作修改后进行
。

每小管内�
�

���反应

液含 �或 ��以���一���� ，
不加非标记的竞争 ����

，
其余成分同上

。

每小管加 �张 ��� 膜
，
�

张无 ��� 的空白膜
，
每张 ��� 膜上的放射性计数减去同一小管中空 白膜 的 放 射性 计数

。

在

��℃杂交反应 �或 �� 小时后
，
将小管中的膜取出

，
再放入另外的 ��� 膜

，
如此重 复 ���次

。

杂交过后的膜如上进行洗涤
、

酶处理和测量
。

����������� 杂交率实验 �
�

���
·

反应液
，
含 �或 ��协� “�一���� �与 ��� 的 数量 比

为 ���或 ��
，
无竞争 ����，

其余成份同上
。

每小管加 �张 ��� 膜
、
�张无 ��� 空白膜

，
在

��℃分别进行 �
、

��
、

��
、

�� 小时杂交反应
。

然后
，
如上处理和测量

。

�
�

杂交分子 �� 值测定

按张玉砚等������的方法进行 〔。 〕 。

结 果 及
’

分 析

�
�

杂交竞争抑制实验

正常脾细胞 ���� 对脾细胞受照后立即合成的和未受照脾细胞同期合成的
“�一���� 有相似

的竞争性�见图 ��
。

这意味着小鼠脾细胞受 夕线照射后立即合成的 ���� 所包含的与 ��� 重复

序列互补的碱基顺序
，
与正常 ���� 无异

。

表明脾细胞受照后未有异常 ���� 合成
。

�
�

�������� 杂交率

��� 与对照 ���� 相 比
，
脾细胞照后合成的 ���� 与 ��� 的杂交速度较快

，
且

�

能 在较短

的反应时间达到杂交饱和�见图 ��
。
��� 与照后合成的 ����

、
��� 与对照 ����

，
达 到杂交
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�

叨��

入次���﹁村。�﹃�七�洲‘工日扫�众。书�奢己

︵次�酬谈识衍弃

��� ��� ���

未标记的竞争体 ���� �微克�

���������� ���阵���� ��������

图 �

���
。

�

小鼠脾细胞受照后合成的
��一���� 与

正常脾细胞 ���� 的 杂 交 竞争抑制作

用
。
��� 和未标记的竞争 ���� 均从

未受照的小鼠脾细胞提取
。

标记的 ��
�

�� 是未受照脾细胞�
· ��

一 �或受照脾

细胞��一 �合成的
��一����

�

����������� ������� ��� ����������

���� ���� ����������������� ���
�

��� ����� ��� ��一���� �����������

�� ���������� �
�

—
�

� �� ��������

���� �
�一��一 ������ ������ ����� ��

���
‘

������������� �������� ������

����
‘

��� ���� �����������������

������ �日��
�

�����比
�������又士��

�

饱和所需反应时间
，
当 ��� 与 ���� 浓 度比

为 � 时
，
分 别 为 �� 和 �� 小时� 当 ��� 与

���� 浓度比为 �时
，
分 别 为 �� 和 �� 小 时

�见图 ��
。

��� ��� 与两种 ���� 杂交率 的 比 值

表明
，
当杂交反应时间 不超过 ��� 与照后合

成的 ���� 杂交饱和所需的反应时间时
，
照后

合 成 的 ���� 与 ��� 的 杂 交 率 大 于 对 照

���� 与 ��� 的杂交率� 相反
，
当杂交 反 应

时间超过 ��� 与照后合成 的 ���� 杂交饱和

所需的反应时间时
，
则照后 合 成 的 ���� 与

��� 的杂交率比对照 ���� 与 ��� 的 杂 交

率要低�表 �
、

图 ��
。

�
�

��� 对 ���� 的消耗实验

��� 从受 �� ���线照射的小鼠脾 细 胞

提取的核 ��� 和从未受照小鼠脾细胞提取 的

核 ���
，
二者对脾细胞 受 照 后 立 即 合 成的

���� 的消耗速度相似
，
二者对未受照脾细胞

合成的 ���� 的消耗速度也相似�见图
·

��
。

表

明小鼠脾细胞 ��� 重复序列的 碱 基 顺序经 夕

线照射 �� ��后
，
未发生可检出的改变

。

·

��� 如每次的杂交反应为 �小时
，
则上述

两种 ��� 对照后合成的 ���� 的消耗速度
，

����� �

表 � 小鼠脾细胞受照后合成的 ���� 与 ��� 杂交率的改变

��� ������� ������������ �������
������ ����� ��� ���� �������万��� �� ����������

����� ������ �����

杂交时间�小时�

������������� ����

������

实验次数
������ ��

�������
���叹

杂交百分率比值�均值士标准差�

����� ������������ ������������� �又士���
�

�������� 二 �

���
。
��士�

。
��

��
。
��土�

。
��

��
。
��土�

，
��

��
。

��土 �
。
��

��� ����� � �

���
。
��土 ��

。
��

���
。
��土�

。
��

���
。
��士�

。
��

��
。
��士�

。
��

�������

�

杂交百分率比值
��� 与受照细胞合成的 ���� 杂交率
��� 与未受照细胞合成的 ���� 杂交率

� ����
。

��� 从未受照小鼠脾细胞提取
。

� ����� ������������ ��份�������
�� �

��������只� �������������
·

����� ��� ��一���� ���� �叮������� �����
一��������代罗，�罗竺了�，宁兮一丈�七产了六下二尸号丁，宁，一一下�认

， ， 一，下笼 ‘ ， ��一茄甲一——
� ，，户��萝丁兮 】 一兮吧芍犷

一
� ���竺后

���������� ���沉玉�������� �� �八� ��� �

�一�找入� ���� ������������ �����

��� ��� ��� ��������� ���� ��诉
������� ����� ������ �����

�

比对照 ���� 的消耗速度要快�见图 �
�

�
。

��� 若每次杂交反应进行 �� 小时
，

则两种 ���� 被 ��� 消耗的速度未表现差异�见图 ��
。
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���尸

�二

�

艺 ���

山
�

�曰�芝头�

温育温度此 ����������� ������������℃�

图 � ���与
�

���
��
�� 杂交分子的熔解曲线

。

��� 从未受照脾细胞的核提取
。 ’

��
，���� 是未受照��— � �和受照�。 —

。 �

脾细胞合成的
。

���
。
� ������� ������ ����� ��一��� �������

�

��� ����� �����������������叩���� �����
�

��
一���� ����������� �� ������������

��— � � ��� 沉
������� ��— � �

����� ������ �����
�

�� �� �� �� �� ����

，

温育温度���� ����������
�

���阳�����

��’� �

图 � ��� 与书
一���� 杂交分子的熔解曲线

。

��� 从受照脾细胞的核提取
。

��一���� 是未受照的��— � �和受照的 �。

—
。 �脾细胞合成的

���
�

� ������� ������ ����� ���一���� �������
�

��� ���� �����一让份�纽�������� ������

���� �� �����
。

�，一���� ������������� ��������������— � �

��� �����认�����— � ������ 印����
�����

。

、

与 ��� 杂交率的影响�‘ �。 ������ 等������报道了�线照射大鼠后其胸腺 ���� 与 ��� 杂交能

力的改变 〔�，。

本文对小鼠离体脾细胞受 夕线照射后立即合成的 ���� 与 ��� 杂交反应所发 生的

变化进行了研究
，
其中 ���

一

对脾细胞受照后合成的 ���� 消耗动力学方面的研究
，
尚未见文献

报道
。

实验结果指出
，
脾细胞受照后合成的

“�一���� 与 ��� 的杂交较迅速
，
且在较短的 反 应时

间内即达到杂交饱和
。

在 �小时杂交反应时
，
脾细胞受照后合 成 的

“�一���� 与 ��� 的杂交串

大于对照
“�一���� ，

表明脾细胞受照后合成的总 ���� 中与 ��� 高度重 复 序列区段某些碱基

顺序互补的 ���� 增多， 随杂交反应时间的延长
，
脾细胞受照后合 成 的

��场��� 与 ��� 的杂

交率逐低于对照
“�一����

，
表明照后合成的总

“�一���� 中与重复度较低的 ��� 序列区段某些

碱基顺序互补的 ���� 减少
。

这些结果反映了 ��� 不同重复序列区段其转录
���� 的活性

，
对
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护线照射的敏感性不同
。

��� 对
‘�一���� 的消耗实验指出

，

当实验是以每次杂交 �小时的方式进行时
，
脾细胞受照

后合成的
��一���� 被 ��� 消耗的速度较对照

“�一���� 消耗迅速 � 当以每次杂交 �� 小时 的方

式进行时
，
照后细胞合成的

“�一���� 被 ��� 消耗的速度减慢
，
对照

“�一���� 被 ��� 消 耗的

速度加快
，
从而掩盖了在进行杂交反应的最初 �小时之内两种

“�一���� 被 ��� 消 耗 速度的差

异
。
��� 被 ��� 消耗的速度

，
取决于

�
一

��� 能迅速与 ��� 杂交的 ��� 种类在总 ��� 中所占

比率较大时
，
在杂交反应的最初阶段该总 ��� 被 ��� 消耗较快 � ��� 在一定杂交反应时间里

，

在总 ��� 中能与 ��� 杂交的 ��� 种类愈多
，
其被 ��� 消耗 的 愈 快， ��� 在与 ��� 杂交能

力类似的情况下
，
重复频率愈高的 ��� 种类

，
被 ��� 消耗的愈慢

。

在短促的 �小时杂交反应中
，
脾细胞受照后合成的

“�一���� 与 ��� 的杂交率 高
，
被 ���

消耗的也快
。

在此条件下
， “�一�������� 杂交率高

，
表明脾细胞受照后合成的

“�一���� 总体中

能迅速与 ��� 高度重复序列杂交的
“�一���� 所占比率较高

，
亦即 夕线照射对 ��� 高度重复序

列区段中的某些碱基顺序转录 ���� 的功能有促进作用� 在此条件下
，
照后合成的

“�一���� 被

��� 消耗的快
，
似表明在对照

“�一���� 总体中能迅速与 ��� 高度重复序列杂交的那些重复频

率较高的
“�一���� 种类

，
在照后合成的

“�一���� 中它们的重复频率下降
，

亦即 �线照射对 ���

高度重复序列区段中转录活跃的碱基顺序转录 ���� 的能力有抑制作用
，
使其转录 的

��一����

频率减小
，
被 ��� 消耗加快

。

因此
，
那些在高度重复序列区段中转录 ���� 活性较低的碱基顺

序的转录活性才有可能受到 夕线照射的促进或相对促进
，
使照后合成的

“�一���� 能与更广泛的

高度重复的 ��� 进行杂交
，
所以照后合成的

“�一���� 不但与 ��� 杂交率高
，
而且 被 ��� 消

耗的也快
。

由于本文杂交竞争抑制实验结果表明照后合成的 ���� 中未 见 异 常 ���� 合成
，
所

以 夕线照射对在未照情况下不进行转录的碱基顺序的转录功能似没有激活作用
。

实验结果指出
，
杂交反应时间延长后

，
脾细胞受照后合成的

“�一���� 与 ��� 的杂 交 率较

对照
“�一���� 低

，
被 ��� 消耗的速度减慢

。

其与 ��� 杂交率减少
，
表明随着 ��� 重复度的

降低
，
其转录活性对 夕线照射比高度重复序列更为敏感

，

使其转录受抑 、 导致照后合成的
“�一����

与重复度较低的 ��� 序列的杂交率减少
。

其被 ��� 消耗减慢
，

可能是由于在 ��� 重复度较低的

区段中不同碱基顺序的转录活性对 夕线照射的敏感性不同所致
，
某些碱基顺序的转录能力对 夕线

照射的忍受力较强
，
使其合成的

“�一���� 种类在总的
“�一���� 中的比率增高

，
导致被 ��� 消

耗的速度减慢
。

总之
，
实验结果表明

，
��� 不同重复序列区段及同一区段的不同碱基顺序的转录活性对 夕线

照射的敏感性不同
。

根据实验结果
，
我们设想 ��� 高度重复序列中转录活跃的碱基顺序的转录能

力对 夕线照射更为敏感
，
而转录不活跃的碱基顺序的转录活性对 夕线照射较不敏感甚至受到 夕线

照射的促进
。
随 ��� 重复度的降低

，
其转录能力对 尹线照射比 ��� 高度重复序 列 区 段更为敏

感
，

但仍有部分碱基顺序的转录能力对电离辐射有较强的的抵抗能力
。
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